
前言

哺乳动物需要在饮食中摄取多不饱和脂肪酸 (PUFA)，例如二十二碳六烯酸 
(DHA)，二十碳五烯酸 (EPA)和花生四烯酸 (AA)，用以维持各式各样的生物过程，

包括维持视网膜和大脑的正常功能。例如，在脑组织中，由于体内的酶或自由基

作用引发的 DHA 氧化被认为是导致阿尔茨海默病并发症的原因 [1、2]。高空间

分辨率的傅里叶变换红外光谱 (FTIR) 成像系统是一个性能强大的工具，可用来调

查疾病动物模型的组织切片中的 PUFA 分布，提供在亚细胞级别生化组成的详尽

信息。

优化使用安捷伦的 FTIR 成像系统分析多 
不饱和脂肪酸的组织样品的准备和存储
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长期以来，人们一直认为组织成分在特定的存储条件下（黑

暗、干燥、室温)是稳定的。最近，我们发现有些 PUFA 的
吸收谱带，即烯烃官能团（C=C-H，对 3012 cm-1 谱带处

的积分区域成像）会随着时间而减少，此外脂质中的羰基 
 （C=O，在 1735 cm-1 处）也会略有减少。本研究的目的是

探讨导致这种氧化降解的因素，以及确定方案来使得损耗率

降至最低，以确保采用光谱技术能准确评估生物组织中的 
PUFA 值。

实验方法

组织获得

从 13 个月的野生型小鼠 (C57BL/6) 身上获得组织。方案

管理审核委员会基于加拿大动物保护理事会确立的指导方案

批准了所有的动物实验方案。

样品前处理

将采用最佳切削温度复合物（OCT，Sakura Finetek Inc.，美

国)包埋的视网膜样品在液氮冷却环境下的装有异戊烷的烧杯

里急冻。然后在 -20 ºC 下以 7 µm 厚度将其进行冷冻切片,并
放置在 MirrIR 基板 (Kevley Technologies, Chesterland, OH) 
或氟化钡窗片上。每个样品都存储在 -70 ºC 下密封的塑料

盒内以保存其中的生化组份。成像前，将单个切片放在室

温下装有硅珠干燥剂的黑暗载片盒内，直至干燥。

通过监测放置于窗边实验桌上的氟化钡窗片上的样品在 
3012 cm-1 处的谱带，证实了明亮的室内光线和室温可能会

导致 PUFA 的氧化。在一开始以及正常日夜交替光线影响

下的 24 小时和 90 小时，分别对视网膜样品进行成像。
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此后的几个月内监测典型的切片保存环境的影响，用来评估

在标准条件下，即黑暗、室温的储存条件下大概的降解量。

从冰箱里取出切片后 12 小时采集第一个红外光谱图像，再

在干燥/解冻后的第 3、7、15、31 和 272 天分别采集图像。

样品曝光时间必须控制在数据收集前对 FTIR 显微镜进行必

要设置的短时间内。测量图像时需要关闭室内的灯和显微

镜的照明光源。

仪器

图像获取采用连接到 Agilent Cary 670 FTIR 光谱仪上的 
Agilent Cary 620 FTIR 光谱化学显微镜，配置 64×64 像素

的焦平面阵列 (FPA) 检测器，像素分辨率为 5.5 微米。所有  
MirrIR 数据收集是使用反射模式 (MirrIR) 或透射模式（氟 
化钡）的马赛克图像分析，然后使用内部软件程序和 Agilent  
Resolutions Pro 软件进行处理。获得的谱图在 4000 – 
900 cm-1 的光谱范围内，光谱分辨率为 4 cm-1。所有视网膜

样品的谱图是采用 256 次扫描叠加而成，并除以相同扫描

次数叠加而成的背景。仪器操作参数见表 1。

表 1. Agilent Cary 670 FTIR 和 620 FTIR 显微镜的参数组合

参数 数值

速度 5 kHz

光谱分辨率 4 cm-1

扫描次数 256

空间分辨率 5.5 µm

马赛克 7 x 4 方块 (~2.5 x 1.4 mm)



结果和讨论

在加速暴露的条件下，PUFA 的损失是非常明显的。第 1 天
的 PUFA 分布的 3D 图像（图 1 和图 2）表明，与预期一样，

PUFA 在视网膜样品中的分布是不均匀的。PUFA 的最高浓

度出现在 ROS 中，其围绕视网膜的外部区域形成一个弧形。

选出完全位于该弧形范围内的方块像素，即使是在最初采集

的图像中，这些方块像素所含有的 PUFA 含量也有所差异，

不过的确代表了 PUFA 浓度最高的区域。用对照组小鼠的

视网膜切片成像来评估在正常的储存条件下 PUFA 随着时

间逐渐减少的含量。图 2 表明在黑暗、干燥的室温条件下，

烯基 CH 的强度在两周之后的损失非常明显。
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图 1. 刚解冻的视网膜组织切片的显微镜照片和 FTIR 成像结果 (A) 组织的显微镜照片，从外色素层到神经节区。(B) 经处理的 FTIR 图像（1×3 方块），表示在 3012 cm-1 
处的烯基 CH 伸缩振动的积分区域；在 12 个小时后获得的图像（在黑暗条件下解冻和干燥后立即采集）。切片横截面的细胞分布示意图；白色圆圈表示原子核。(C) 从视

杆细胞的视盘中提取的谱图（高 PUFA 含量，红色），以及从视杆和双极细胞之间的轴突区提取的谱图（低 PUFA 含量，蓝色），突出显示了 3012 cm-1 处的谱带进行积分

在日光照明下，视网膜细胞的复合组织在切片未染色的部

分产生层状图案（见图 1）。PUFA 含量在 ROS 盘中最高 
 （图 1B、C），而沿着轴突方向检测到的量较少。在加速暴

露条件下的 48 小时之内，所有 PUFA 的痕迹全部消失（数

据未显示）。

一个月后，PUFA 损失较为明显；八个月后，只有少量的 
PUFA 存在。这些观测结果表明，在典型的实验室环境中，

解冻后第三天或第四天时，样品仍含有可测量的 PUFA 含
量，甚至经过几周的存储后，可在例如视网膜的视杆细胞外

节 (ROS) 中检测到较高的 PUFA。
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图 2. FTIR 成像结果表明，视网膜组织切片长期存储在黑暗、干燥的室温条件下时，PUFA 值稳定减少。FTIR 图像（1×3块）针对 3012 cm-1 处的烯基 CH 伸缩振动谱带

积分区域进行了处理。第一个图像是在 12 小时后获得的（在黑暗条件下解冻和干燥后立即采集），其余的图像是在相同的存储条件下 8 个月内按上述时间间隔取出采集。

插图表明，PUFA 谱带强度（代表最高强度区域的 36 个像素的平均值）在第 1 天开始降低

数据来自加拿大温尼伯的曼尼托巴大学的 Kathleen Gough 博士。



图 2 所示的 FTIR 图像提供了 PUFA 在视网膜组织内分布的

定性信息，同时通过每个图像的一组 36 个像素的积分峰面

积测量，可得出氧化后 C=C-H 损失的定量数据。

从每个时间点测得的烯基 CH 谱带区域积分的平均值图中 
 （图 2 右上角)可以看出，仅仅几天之内，PUFA 的损失迅速、

稳定，非常明显。第一次测量后，平均值明显地下降，并

在前两个星期内减少了大约 8%。此后继续逐步下降，一个

月后已经消失了大约 15%。而八个月后，只能检测到不到

三分之一的 PUFA。

在 1735 cm-1 处的羰基谱带强度也有少量的减少，通常认为

羰基来源于脂质。这个谱带没有完全消失，连同观察到的 
OH 伸缩振动区域的曲线也随着时间的推移而变化，这一现

象被解释为存在新的、未知的氧化产物。

结论

Agilent 670 和 620 FTIR 成像显微镜系统已被成功地用于分

析刚解冻的小鼠视网膜组织切片的 PUFA 水平，以及追踪光

谱生物标记物在标准储存条件下随着时间推移而出现的损失。

结果表明，为了获得相对准确的烯烃官能团 (C=C-H) 的数

据，新鲜的冰冻切片样本应该在黑暗的条件中解冻和干燥后

尽快成像。否则，可能会导致组织样品中的 PUFA 含量被

低估。

这些发现将会给其他研究小组使用 FTIR 分析生物组织样品

中的 PUFA 值提供参考。
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